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Suppression of NaturalKiller CellActivity by GranuJocytesin
Patients with▼Aplastic Anemia：Role of Granulocyte CoIony－Stimulating
Factor
（再生不良性貧血患者の顆粒球によるナチュナルキラー活性の制御：顆粒球コ
ロニー刺激因子の役割）
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論　文　内　容t要　旨
［研究の目的］
再生不良性貧血は汎血球減少をきたす難治性の血液疾患で、骨髄幹細胞および骨髄微小環境の異常
が認められるが、その他ナチュラルキラー（NK）細胞活性の低下やサイトカイン産生の異常などの
免疫異常を伴う。しかしながら、これらの免疫異常の機序やその生物学的意義は未だ完全には理解さ
れていない。遺伝子組換え型ヒト顆粒球コロニー刺激因子（rhG－CSP）は再生不良性貧血を含め、顆
粒球減少症の治療薬として広く臨床に用いられている。申請者はin vitroのみならずinvivoでもrhG－
CSFが顆粒球を介してNK細胞傷害活性を抑制することを確認している。本研究は、再生不良性貧血
患者の顆粒球およびG－CSPがNK細胞の機能を調節・制御しているかどうかを検討することを目的と
した。
［方　法］
再生不良性貧血患者及び正常健康人よりヘパリン加末梢血を同意を得て採取し、リンパ球はフイコ
ール・ハイパーク比重遠心法を用い、顆粒球はデキストラン沈降法により分離した。正常人のリンパ
球を自己の顆粒球あるいは患者の顆粒球と18時間共培養した後、K562細胞を標的細胞とした4時間の
クロミウム放出試験にてNK細胞傷害活性を測定し、比較検討した。また、培養系にrhG－CSP（100J↓
g！ml）やスーパーオキシド・ジスムターゼ（500単位／血）、カタラーゼ（4000単位／ml）、インドメサシン
（10‾6モル）を添加した実験、さらにセルチャンバーを用いて顆粒球とリンパ球の直接の接触を阻止
した実験も併せて行った。
［結　果］
再生不良性貧血患者の血液NK細胞活性は著明に低下あるいは欠如していた。このNK活性の低下は、
重症患者およびThG－CSF投与を受けている患者でより強くみられた。患者の血液から分離したNK細
胞／大顆粒リンパ球の細胞傷害活性も低下していた。したがって、再生不良性貧血患者のNK細胞は機
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能的に抑制されていると考えられた。そこで、再生不良性貧血患者の顆粒球によるNK細胞機能抑制
効果を検討した。健常人の顆粒球は健常人のNK活性に影響を及ぼさなかったが、対照的に患者の顆
粒球はリンパ球の割合が2：1から1：1という生理的な濃度で健常人のNK活性を強く抑制した。
Nlく活性低下再生不良性貧血症例の顆粒球は強いNK活性抑制作用を示したが、NK活性正常患者顆粒
球には抑制効果は認められなかった。さらに、顆粒球のNK活性抑制作用はrhG－CSF投与患者でより
強く観察された。患者顆粒球によるNK活性の抑制機構の検討で、顆粒球とNK細胞の直接の接触をセ
ル・チャンバーで阻止するとNK活性の抑制は消失した。また、顆粒球によるNK活性の抑制はスーパ
ーオキシド・ジスム・ターゼ、カタラーゼ、あるいはインドメサシンでは阻止されなかった。次に、
NK抑制作用の誘導に及ぼすThG－CSFの影響を検討した。NK活性が正常である再生不良性貧血患者お
よび健常人の顆粒球はそのままではNK活性を抑制しないが、in vitroでrhG－CSFで刺激したところNK
活性抑制作用を獲得した。対照的に、NK活性の低い再生不良性貧血患者の顆粒球や、in vivoでrhG－
CSFの投与をうけている再生不良性貧血患者の顆粒球はその状態でNK細胞機能を抑制し、in vitroで
rllG－CSFで刺激してもさらなる抑制はみられなかった。
［考　察］
再生不良性貧血患者の血液NK細胞活性は機能的に障害されていることが確認された。さらに、再
生不良性貧血患者ではNK抑制性の顆粒球が血液中に出現しており、そのNK抑制作用とNK活性の低
下が相関する事実から、サブレツサー顆粒球が患者のNK細胞の機能低下に起因していることが判明
した。この顆粒球によるNK活性の抑制には、顆粒球とNK細胞の直接的な接触が必要で、活性酸素の
中間産物やプロスタグランディンとは無関係であると考えられた。再生不良性貧血患者では血液中の
G－CSF濃度が高く、in vitTOでrhG－CSFは正常顆粒球を刺激し、NK抑制作用を誘導した。以上の成績
から、再生不良性貧血患者では顆粒球は生体内でおそらくはG－CSPによって活性化されて、NK抑制
作用を獲得しており、その結果としてNK細胞の機能が抑制され、患者のNK細胞活性の低下に関与し
ていると考えられた。
［結　論］
再生不良性貧血患者の血液Nl（細胞活性は低下しており、その原因として顆粒球およびG－CSFの関
与が示唆された。
学位論文審査の結果の要旨
再生不良性貧血は、血球形成不全により汎血球減少をきたす＃治性の血液疾患で、ナチュナル・キ
ラー（NK）活性の低下、サイトカインの産生異常などの免疫機能の異常をしばしば伴う。本研究で
は、再生不良性貧血患者でみられるNK細胞の機能低下が、顆粒球コロニー刺激因子（G－CSF）によ
って活性化された顆粒球によって誘発される可能性を検討している。結果は次の通りである。
（1）再生不良性貧血と診断された21人の患者のうち13人（62％）で、末梢リンパ球のNK活性は有意
に低下していた。このNK活性低下は、精製した大顆粒リンパ球でも認められたことから、機能低下
によるものと考えられた。NK活性の低下は、重症患者および遺伝子組換え型ヒト顆粒球コロニー刺
激因子（ThG－CSF）投与を受けている患者で特に著しかった。
（2）患者顆粒球と健常人リンパ球の混合培養の結果から、NK活性の低下した患者の顆粒球、特に
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rhG－CSF投与患者の頬粒球には、強いNK活性抑制作用があることが明らかとなった。愚者顆粒球に
よるNK活性の抑制には細胞間の接触が必要で、この抑制活性はスーパーオキシド・ジスムターゼ、
カタラーゼあるいはインドメサシンで阻害されなかった。
（3）健常人顆粒球には、NK活性の抑制作用は見られなかったが、rhG－CSF存在下で培養すると抑制
作用を示すようになった。rhG－CSF自体にはNK抑制活性は認められず、またすでに抑制活性を示す
患者顆粒球では、rhG－CSFが更に活性を増強することはなか，つた。
以上の結果から、再生不良性貧血患者ではG－CSFによって顆粒球が活性化され、そのためNK細胞
の機能が抑制されると考えられた。
現在、再生不良性貧血をはじめとする造血系障害患者や癌患者に対して、rhG－CSF治療が適用され
ているが、この治療が、生体の免疫監視機構において重要な役割を演じているNK細胞に、悪‾い影響
を与える可能性のあることを指摘している点で本研究は重要であり、博士（医学）の学位の授与に値
すると認める。
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